肺癌是我国发病率及死亡率最高的恶性肿瘤，手术、化疗、放疗及分子靶向治疗使肺癌的治疗有了很大的提高，但其5年总生存率仍徘徊在10%-15%。源于肺癌肿瘤细胞的不断增殖，通过上皮-间质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）等形态学变化，细胞会分泌胞外酶降解细胞外基质（extracellular matrix, ECM），造成细胞间及细胞与周围基质间相互附着力下降，从而利于肿瘤细胞逃离组织束缚进入循环系统，成为具有侵袭转移能力的CTCs^\[[@b1]\]^。近年来随着肿瘤的研究和治疗技术的提高，发现许多肿瘤患者虽然在治疗后临床上检测不到残余的肿瘤细胞，但最终患者因肿瘤复发和转移而死亡，这可能与单独用影像学技术不能检测到微小残留肿瘤细胞有关。这些细胞存在于外周血、骨髓、淋巴结中，在一定条件下增殖浸润，引起肿瘤复发、转移。这些复发、转移的肿瘤细胞表型和表达谱与原发灶相似，因此CTCs作为一种代表原发肿瘤的"液态活检标本"为肺癌患者实施实时、无创性检测提供了资源。而且研究^\[[@b2]-[@b6]\]^发现检测CTCs有助于肺癌的早期诊断、监测复发与转移、判定疗效、制订个体化治疗方案及判断预后。

目前随着对肺癌驱动基因、癌基因、抑癌基因等基因组学的研究以及对肿瘤生物标志物表达、缺失、差异性表达的研究，使肺癌治疗进入了针对分子标志物化疗、靶向治疗的时代。但目前我们面临的是如何提高药物疗效并减少毒性反应、如何克服耐药性以及解决肿瘤异质性问题，这些难题的攻克均需要我们提供组织标本。但单次组织活检由于受肿瘤的基因组变异引起的异质性影响，可能会造成个体化诊断和分子标志物分析的偏差。特别是在肿瘤的进展转移过程中，如何检测与转移或耐药相关的新的分子变异很重要。目前开展实时活检在临床中难以被患者接受，但随着基因组技术的进步，特别是CTCs的研究进展，未来理想有可能变为现实。

1. CTCs的检测方法 {#s1}
=================

尽管在多种肿瘤患者的外周血中能够检测到CTCs，但总体上来说，血液中CTCs的数量非常少，而且在不同肿瘤患者之间或是同一肿瘤的不同患者之间CTCs数目具有较大差异。目前的主流理念是先对外周血中的肿瘤细胞进行富集，然后对其进行检测。富集方法主要是利用肿瘤细胞独特的表面标志或物理特性来进行。后续的检测包括基因水平的检测或细胞水平的检测，其中基因水平检测的方法主要是实时定量反转录PCR（quantitative reverse-transcription PCR, qRT-PCR），细胞水平的检测方法有流式细胞检测技术（fluocytometry, FCM）、Cellsearch、CTC芯片（CTC-chip）和膜滤过分离肿瘤细胞技术（isolation by size of epithelial tumor cells, ISET）等。各种方法各有其优缺点。

1.1. qRT-PCR法 {#s1-1}
--------------

秉承了PCR技术的灵敏度，可在1×10^7^个-1×10^8^个外周血细胞中检测出单个肿瘤细胞，但该方法是通过肿瘤标志物的含量推测CTCs的数目，并不能真实反映CTCs的个数。因为不同的CTCs之间肿瘤标志物的表达水平不同，因而肿瘤标志物的含量与肿瘤细胞的实际个数并不总是具有正相关性^\[[@b7]\]^。

1.2. FCM法 {#s1-2}
----------

采用荧光标记相应抗体来检测CTCs，其优点是操作简单、快速、数据精确。缺点是FCM不能提供细胞形态方面的信息，无法区分带有同样标志物的肿瘤细胞和正常细胞。由于FCM检测靶细胞的敏感度仅为1/10万，而外周血中肿瘤细胞的数量常少于1/100万，因此该方法的价值在很大程度上依赖于可分析的细胞数量，极大地限制了该技术的广泛应用^\[[@b8]\]^。

1.3. Cellsearch法 {#s1-3}
-----------------

Cellsearch系统是将细胞富集后再进行自动化检测，其生物学原理是依据肿瘤细胞与正常细胞表达的表面蛋白不同而将二者区分开来。来源于中胚层的白细胞表达CD45，来源于外胚层的癌细胞表达上皮细胞粘附分子（epithelial cell adhesion molecule, EpCAM）和细胞角蛋白（cytokeratin, CK），但不表达CD45。该系统首先通过正选择将血液中表达EpCAM的细胞分离出来，然后进行免疫荧光染色，将EpCAM^+^CK^+^DAPI^+^CD45^-^的细胞界定为CTCs。应用Cellsearch系统可以检测7.5 mL的血液样本（约含400多亿的血细胞）中单一的CTCs，因此具有敏感度高、可操作性强、高度自动化检测、数据精准等优点。但该检测系统会遗漏缺失上皮细胞表面标志的肿瘤细胞，例如经过EMT后的间质细胞。此外，在检测团块状的CTCs方面也不具有优势^\[[@b9]\]^。

1.4. CTC-chip法 {#s1-4}
---------------

CTC-chip技术的生物学原理与Cellsearch基本相同，也是将CTCs认定为带有EpCAM和CK的表达但不带有CD45表达的细胞群。CTC-chip技术具有更高的灵敏性，可以在1 mL血液中检测出循环肿瘤细胞。第一代的CTCs芯片是基于微流体学原理，在硅片上面覆盖众多的显微位点，每一个位点上都包被着能够捕获CTCs的抗体。当血液样品通过微流芯片时，CTCs就能被捕获到^\[[@b4]\]^。因为第一代的CTCs芯片仅适用于小规模的实验室研究，而不能应用于大规模的临床研究，第二代的CTCs芯片又名herringbone（HB）芯片应运而生。改进之处在于将微芯片安装在标准载玻片上，不但可以利用常规病理检测方法对癌细胞进行鉴别，也加大了样本的处理量并提高了捕获团块状CTCs的能力^\[[@b10]\]^。

1.5. ISET法 {#s1-5}
-----------

ISET联合激光扫描细胞计量仪技术的原理是首先利用上皮源性的肿瘤细胞比血液中的其它细胞大的特性，采用孔径为8 μm的滤膜，将肿瘤细胞从血液中分离出来，然后通过荧光标记细胞来进行进一步鉴定，常用的荧光抗体包括抗CK抗体或者抗lineage-specific抗体。采用此方法已成功地在乳腺癌、前列腺癌和非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）患者的外周血中检测出CTCs^\[[@b11]\]^。但采用此方法检测的CTCs数目与采用Cellsearch技术检测的数目之间存在不一致性，可能有假阳性结果出现^\[[@b12]\]^。该方法的优势之一是可以将失去上皮细胞特征的肿瘤细胞分离出来，例如经过EMT的间质细胞等。

2. CTCs在肺癌中的临床应用 {#s2}
=========================

2.1. CTCs与肺癌早期诊断 {#s2-1}
-----------------------

肺癌的早期诊断对治疗效果至关重要，早期发现并及时治疗是提高生存率的关键。研究^\[[@b3],\ [@b13]\]^显示CTCs对肺癌早期诊断具有潜在的应用价值。目前，在无明显临床症状和转移灶的Ⅰ期患者体内也可检测到CTCs，说明现有临床分期的早期就已存在肺癌细胞的播散^\[[@b14]\]^，并能在大量聚集后形成具有高度转移潜能的循环肿瘤微栓。

Allard等^\[[@b15]\]^最先采用Cellsearch系统检测了99例肺癌患者（主要是NSCLC）的168个样品，发现肺癌患者外周血中CTCs数目≥2、≥5、≥10和≥50的患者分别占总患者的20%、14%、10%和6%。随后Nagrath等^\[[@b4]\]^采用CTC-chip检测了55例肺癌患者外周血中CTCs，结果显示所有患者的血液中均检测出5个以上的肿瘤细胞，其中每毫升血液中CTCs数目为5-20、21-50、51-100和 \> 100的阳性率分别为20%、20%、20%及40%。2009年后关于肺癌患者外周血中CTCs的论文不断涌现。Wu等^\[[@b16]\]^检测了47例肺癌患者，其中41例为初治患者，6例为复发患者；3例为Ⅰ期-Ⅱ期，22例为Ⅲ期，22例为Ⅳ期；按病理类型可分为腺癌27例，鳞癌7例，小细胞肺癌（small-cell lung cancer, SCLC）13例。结果显示每7.5 mL血液中CTCs数目≥2的患者在初治的Ⅲ期腺癌中为78%，Ⅲ期鳞癌中为75%，Ⅲ期SCLC中为60%，在Ⅳ期腺癌和Ⅳ期SCLC中，CTCs阳性率分别为46%和71%，复发的患者CTCs阳性率高达83%。

2.2. CTCs与肺癌复发、转移 {#s2-2}
-------------------------

肺癌的复发、转移是造成患者死亡的重要原因，而外周血中存活的肿瘤细胞可能是造成肺癌转移和复发的机制之一。因此研究CTCs的生物学特性可以为抑制肺癌的转移和复发提供有价值的理论依据。

日本的Tanaka等^\[[@b5]\]^检测了125例肺癌患者外周血中的CTCs，其中包括85例腺癌，22例鳞癌，9例SCLC，9例其它病理类型的肺癌。结果显示在30.6%的肺癌患者中检测到CTCs，但在12%的非恶性肿瘤患者（*n*=25）中也发现相同表型的细胞，统计学分析结果表明CTCs数目间的差异不足以区分肺癌和非恶性肿瘤。在纳入该研究的患者中，31例伴有远处转移，94例无远处转移。进一步分析发现CTCs水平与肿瘤的远处转移具有相关性，发生转移的患者体内CTCs数目升高，检测出CTCs \> 1的敏感性和特异性分别为71%和83%。通过该研究作者认为CTCs是一个有用的、可监测肺癌转移的生物标志物。

2.3. CTCs与肺癌疗效 {#s2-3}
-------------------

当前对肺癌的治疗是基于肿瘤病理分级、患者一般状况及肿瘤发展趋势等因素之上的综合治疗。但遵循统一的诊断标准建立的治疗方案缺乏个体化。随着对CTCs研究的深入，发现其可反映肿瘤组织基因的表达变化，有助于监测疗效及建立个体化的治疗方案。

Nagrath等^\[[@b4]\]^发现在评估化疗的疗效上，CTCs数量的改变与按照实体瘤的疗效评价标准（Response Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST）进行计算机断层扫描（computed tomography, CT）检查的结果具有高度一致性。Wu等^\[[@b16]\]^应用Cellsearch对12例化疗2个周期的肺癌患者跟踪随访，也发现CTCs数量与化疗后影像学的应答存在相关性，提示CTCs可实时监测肺癌患者化疗的疗效。

采用CTCs作为生物标志物预测药物疗效的一项Ⅱ期临床试验^\[[@b17]\]^正在进行。该研究纳入了39例复发和耐药的SCLC患者，采用替莫唑胺治疗前，患者CTCs为0-929，7例为0，13例为1-4，19例≥5；存在肝转移的患者较非转移患者CTCs数目更高；出现新转移灶的患者较原有病灶进展的患者CTCs水平高（*P*=0.008）；治疗第1周期末的CTCs数目与采用RECIST进行的疗效评价结果具有相关性（*P*=0.041），CTCs增高的患者总生存期（overall survival, OS）缩短（5个月*vs* 8个月），但是基线CTCs不能预测治疗反应，也不能预测无进展生存期（progression free survival, PFS）。

肺癌组织基因的表达或突变可在治疗过程中发生变化，从而导致药物敏感性的改变，如耐药基因T790M的出现可导致初始对吉非替尼敏感的NSCLC患者的治疗失败。Maheswaran等^\[[@b6]\]^检测了接受吉非替尼治疗的NSCLC患者的CTCs中表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor, EGFR）突变情况，发现其与肿瘤组织具有高度一致性，例如同样存在T790M突变。在治疗过程中监测CTCs，发现CTCs数量的改变可以反映患者病情的变化趋势和治疗的疗效。

2.4. CTCs与肺癌预后 {#s2-4}
-------------------

在肺癌患者中，CTCs数目与肿瘤进展呈正相关，尤其伴随肿瘤远处转移而升高。因此，对肺癌CTCs研究显示CTCs具有重要的预后价值^\[[@b5],\ [@b18],\ [@b19]\]^。

英国的Hou等^\[[@b18]\]^检测了50例SCLC患者（20例局限期和30例广泛期）外周血中的CTCs，这些患者都是初次应用化疗药物（如铂类联合依托泊苷），放疗和预防性脑照射在第2个化疗周期开始并与化疗同时进行或是在第6个化疗周期后进行，在第1个疗程的第1天及第15天进行早期疗效评估。化疗前86%的患者中检测到CTCs，经过化疗后患者CTCs阳性率下降至60%。在化疗后第22天时检测到的中位CTCs为1，持续升高的CTCs预示着患者的预后差（*P*=0.01）。进一步对15例样本（CTCs数目为0-5, 884）进行分析后发现，所有被检测出CTCs的样本中均可见CD56阳性细胞。CD56属于神经粘附分子且在小细胞肺癌中高表达，因此该数据说明循环血液中的CTCs具有与组织中原发肿瘤相似的特性，即具有上皮-神经内分泌的双重特征。此外，CTCs的水平与病理分期及功能状态评分相关。广泛期患者的中位CTCs为237，局限期为2，7例未检测到CTCs的患者均为局限期患者。CTCs的数量也与肝转移成正相关，肝转移患者与非转移患者中位CTCs分别为1, 197和4。CTCs水平与患者的生存相关，是一个预后因子，CTCs数目 \> 300的患者中位生存时间为134 d，CTCs数目 \< 2的患者中位生存时间为443 d（*P* \< 0.005）。该研究报道的CTCs阳性率明显高于Allard等报道的阳性率（86% *vs* 20%），作者分析这与SCLC增殖快、转移发生得早及恶性度高有关。随后，该研究小组扩大了检测的人群^\[[@b20]\]^，通过分析97例SCLC患者，发现85%患者外周血中存在CTCs。化疗前CTCs数目≥50的患者和 \< 50的患者相比，OS分别为5.4个月和11.5个月（*P*=0.002），这证明基线CTCs数量是SCLC独立的预后因素。通过探索性分析53例患者在治疗前后CTCs数目的变化，研究人员还发现CTCs数目变化是预测生存最明显的变量（在调整了基线CTCs水平和其它的临床预后因子后），化疗1周期后CTCs数目不能降低到50以下的患者预后不良。

对于晚期NSCLC患者，研究人员^\[[@b21]\]^发现Ⅳ期患者血液中CTCs数目为0-146，Ⅲb期为0-3，而Ⅲa期检测不到CTCs。化疗前CTCs数目 \< 5和≥5的患者的PFS分别是6.8个月和2.4个月，OS分别是8.1个月和4.3个月，多因素分析结果显示CTCs数目是最强的预测NSCLC总生存期的指标（*P* \< 0.001），如果联合参考治疗前（基线）和第1次化疗结束后外周血中CTCs数目，危险比值更高（*P* \< 0.001）。Das等^\[[@b22]\]^研究了17例转移性NSCLC患者CTCs中切除修复交叉互补基因1（excision repair cross complementation1, ERCC1）的表达与预后的相关性。入组患者的特征包括：接受过铂类为基础的化疗；CTCs数目≥2；可检测到ERCC1表达。结果显示以ERCC1表达水平1为临界值，无ERCC1表达的患者PFS延长，ERCC1表达水平高的患者PFS缩短（266 d *vs* 172 d, P \< 0.02）。

3. 问题与展望 {#s3}
=============

已有大量临床试验表明，肿瘤细胞脱落、侵袭并进入血液循环是实现肿瘤转移的最初阶段，CTCs具有重要临床意义。但目前CTCs检测的临床应用仍存在诸多问题：①如何提高检测方法和分子标志物的敏感性和特异性；②多少个CTCs能够代表肿瘤病灶的特征；③阴性结果中尚不能完全排除发生播散的阴性表达细胞，部分检测阴性的患者也在近期出现肿瘤复发转移；④检测的合适时间该如何选择，或者对CTCs阳性患者如何综合治疗。此外原发肿瘤细胞进入外周血循环后是否基因表型与原发肿瘤完全一致仍需进一步研究来论证。

虽然CTCs检测存在一系列问题，且对CTCs的研究多集中在CTCs数量分析上，但CTCs作为新的检测手段，其在肿瘤早期诊断、检测复发、转移、判定疗效和预后等方面的重要作用已得到了大量研究证实^\[[@b23]-[@b25]\]^。而且有学者开始关注CTCs本身的差别，如CTCs表面的蛋白表达或其基因突变与临床的关系。目前个体肿瘤间生物学特性的差异是个体化治疗的基础，如分子亚型指导下肺腺癌中检测EGFR、磷脂酰肌醇激酶-3（phosphoinositide-3-kinase, catalytic, alpha polypeptide, PIK3CA）、间变性淋巴瘤激酶（anaplastic lymphoma kinase, *ALK*）、*c-Met*等基因变异的个体化治疗。而个体内的瘤内异质性可能是敏感性差异和获得性耐药的原因之一，因此肿瘤异质性是我们目前面临的难题；另外探讨最关键的分子通路和探寻新的分子标志物是未来的研究重点。CTCs被视为替代原发肿瘤"液体活检标本"，可能有助于临床分子检测、分析耐药分子机制及解决肿瘤异质性的问题。
